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【背景】
白血病、骨髄異形成症候群、再生不良性貧血、造血器腫蕩などの血液疾患には骨髄移植が有効とされて
いるが、骨髄移植の現状は厳しく、ドナーの不適合・不足、移植片対宿主病 GVHD(graft-versu-host
disea) 等の問題がある。骨髄移植のドナーを代替可能な造血幹細胞の iPS 細胞からの分化増殖が可能
となれば血液疾患の有効な治療法となる。これまでも、ヒト ES 細胞やヒト iPS 細胞といった未分化細
胞より、造血幹細胞の分化誘導を試みる研究は多く行われている(論文引用)が、治療に用いられるほど
の高効率で造血幹細胞を安定して分化誘導できる手法は確立されていない。これは、造血幹細胞は自己
増殖能、多分化能を持つが、培養中に造血幹細胞→造血前駆細胞へ分化が進むと自己増殖能が失われて
しまうことが一因とされており、造血幹細胞の維持培養のために生体内 niche 環境の体外構築が必要と
考えられている。
【目的】
生体内において、造血幹細胞は骨髄の中の骨芽細胞や血管内皮細胞、間葉系幹細胞などによって構成さ
れる niche 環境においてこれら他種細胞と相互作用することにより自己増殖能・多分化能を維持してい
る(論文引用)。本研究では、生体内 niche 環境にも存在し、なおかつ造血幹細胞に必要な増殖因子で、
ある BMP4 ，VEGF ， SCF を発現する骨髄由来間葉系幹細胞を用い、細胞シートの作製と積層化による閉鎖
空間の構築によって骨髄内の niche 環境を再現ができるのではないかという仮説のもと、細胞シート工
学を用いた iPS 細胞からの造血幹細胞分化誘導を目的とした。
{方法】
生体内骨髄での造血幹細胞 niche 環境を骨髄由来間葉系幹細胞 (BMSC) より作製した細胞シートを用いて
再現を試み、造血幹細胞分化誘導の検討を行った。具体的には BMSC 細胞シートを用いて、開放系 (iPS
細胞-BMSC shet-BMSC shet) 組織と閉鎖系 (BMSC shet -iPS 細胞一BMSC shet) 組織を作成し、無血清・
増殖因子無添加の培養液を用い、 10~12 日間培養を行い、 iPS 細胞から造血系細胞への分化誘導を試み
た。組織環境の niche 環境としての適性は、両組織を組織学的解析と、造血系細胞マーカーの遺伝子発
現解析を行うことにより iPS 細胞からの造血系細胞の誘導の違いを比較検討することで評価した。
【結果】
非侵襲的光干渉断層像 (Optical cohernce tomgraphy OCT ， optical cohernce microspy: OCM) 
観察および組織学的形態観察による解析によりおよそ 101m 前後の厚みの骨髄由来間葉系幹細胞シー
トと iPS 細胞で構築された組織断面像に多くの空胞が形成されていた。また、開放系より閉鎖系におい
て空胞径が小さく、周囲が細胞に固まれて明確な空胞が多かった。また、血球系と類似した形態の細胞
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が多く確認された。そこで、リアルタイム PCR により、造血幹細胞マーカーである CD34 、CD45 発現を
確認したところ、閉鎖系および開放系にて発現していることが確認され、閉鎖系においてより発現が高
い傾向が確認された。
【結論]
開放系においても閉鎖系においても iPS 細胞は造血幹細胞含め血球系の分化へ傾いていたが、生体外
niche 環境としては閉鎖系がより iPS 細胞からの造血幹細胞分化誘導に適している可能性が示唆された。
【考察】
今回の造血系幹細胞の誘導に際し、両条件において、通常の培養誘導において添加される BMP4 ，VEGF ， SCF
等が BMSC shet より供給され、さらに閉鎖系における細胞に隣接した 3 次元環境が低酸素などの開放
系とは異なる条件を与えることで、閉鎖系環境の方がより誘導効率が向上したのではないかと考えられ
た。一方で、確実な造血幹細胞の存在の証明をするためには、得られる培養組織内より造血幹細胞の最
も濃縮されていると考えられている CD34+CD5 十細胞集団を回収し、放射線を用いて骨髄を死滅させたヒ
ト系田胞に対する免疫寛容なマウスへ投与し骨髄再生の確認をする必要があると考えられる。
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